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氰 成 菊 柄 和 本 巴 比 必 钠 对 敏感 和 折 性 棉铃 虫 
中 肠 多 功能 氧化 酶 系 的 诱导 作用 
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摘要 : 用 葵 思 比 妥 钠 (2 mg/g) 和 氰 成 菊 酯 (0.2 mg/g) 拌 饲料 处 理 ， 对 敏感 品系 棉铃 虫 Helicoverpa armigera 中 肠 的 细胞 色素 
P450 和 细胞 色素 ec 还 原 酶 含量 均 具 有 明显 的 诱导 作用 (两 者 都 使 细胞 色素 P450 含量 提高 了 2.24 倍 ， 使 细胞 色素 ec 还 原 酶 的 
含量 分 别提 高 1.33 和 1.40 倍 ) ， 但 对 细胞 色素 bs 诱导 作用 不 显著 〔〈 仅 为 对 照 的 1.23 和 1.15 倍 );， 此 外 ， 葵 巴 比 妥 钠 对 敏感 
棉铃 虫 中 肠 的 芯 氏 剂 环 氧化 酶 活性 和 甲 氧 试 疯 灵 -0- 脱 甲 基 酶 活性 也 有 显著 的 诱导 作用 (分 别提 高 了 2.75 和 2.66 倍 )， 但 对 
7- 乙 氧 香 豆 素 -0- 脱 乙 基 酶 活性 没有 诱导 作用 ， 而 氰 戊 菊 酯 对 敏感 棉铃 虫 中 肠 的 艾 氏 剂 环 氧 化 酶 活性 则 有 2.02 倍 的 诱导 作 
用 。 同 一 浓度 的 茶 巴 比 受 钠 和 和 氰 戊 菊 酯 使 抗 性 品系 棉铃 虫 中 肠 的 细胞 色素 P450 含量 分 别提 高 1.21 和 1.15 倍 ， 使 细胞 色素 c 
还 原 酶 含量 分 别提 高 1.48 和 1.86 倍 (差异 显著 ), 但 是 细胞 色素 bs 含量 没有 明显 变化 (分 别 为 对 照 的 1.15 和 0.98 倍 ); 此 
外 ，, 氰 戊 菊 酯 能 使 抗 性 棉铃 虫 中 肠 的 艾 氏 剂 环 氧化 酶 活性 提高 1.53 倍 ， 但 葵 巴 比 妥 钠 对 该 酶 活性 则 有 明显 抑制 作用 。 
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Induction of mixed-function oxidases in the midguts of resistant and susceptible 
strains of the cotton bollworm, Helicoverpa armigera (Hiibner) by phenobarbital 


and fenvalerate 

QIU Li-Hong, ZHENG Ming-Qi, WANG Cheng-Ju, LI Xue-Feng, ZHANG Wen-Ji (Key Laboratory of Pesticide Chem- 
istry and Application Technology, Department of Applied Chemistry, China Agricultural University, Beijing 100094, 
China) 

Abstract: Phenobarbital (2 mg/g) and fenvalerate (0.2 mg/g) mixed in diets caused significant induction of cytochrome 
P450 and cytochrome c reductase in midgut of susceptible strain of the cotton bollworm, Helicoverpa armigera. The in- 
duction ratios of phenobarbital and fenvalerate were all 2.24-fold to cytochrome P450, 1.33- and 1.40-fold to cytochrome 
c reductase, and 1.23- and 1.15-fold to cytochrome bs ，respectively Moreover, phenobarbital showed significant in- 
duction to activity of aldrin-epoxidase and methoxyresorufin-demethylase in midgut of the strain, which was 2.75- and 
2.66-fold respectively, but no induction to 7-ethoxycoumarin-deathylase activity (0.88-fold); fenvalerate showed 2.02- 
fold induction to aldrin-epoxidase activity in the same tissue. To the resistant strain ，phenobarbital and fenvalerate in- 
duced only cytochrome c reductase in midgut to significant level, which was 1.48- and 1.86-fold respectively. The in- 
duction ratios of phenobarbital and fenvalerate to cytochrome P450 in midgut of resistant strain were 1.21- and 1.15-fold 
respectively ，while to cytochrome b; onljy 1.15- and 0.98-fold respectively. In addition, fenvalerate caused 1.53-fold in- 
duction of aldrin-epoxidase activity in midgut of resistant strain, while phenobarbital caused significant inhibition to it. 
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多 功能 氧化 酶 系 (mixed-function oxidases，MFOs) 酶 等 重要 组 分 组 成 ， 是 昆虫 体内 一 类 重要 的 解毒 酶 
由 细胞 色素 P450、 细 胞 色素 bs 及 细胞 色素 ce 还原 系 ， 能 够 催化 各 种 各 样 的 内 源 或 外 源 化 合 物 氧化 降 
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解 或 者 活化 。 研 究 表明 ， 该 酶 系 解毒 代谢 能 力 的 增 
强 是 多 种 害虫 对 杀 虫 剂 ， 尤 其 是 对 菊 酯 类 杀 虫 剂 产 
生 抗 药性 的 重要 原因 (Lee and Scott，1989b; Ahmad 
and McCaffery，1991; 周 成 理 等 ，1993; 吨 星 辉 等 ， 
2001; 印 立 红 和 张 文 吉 , 2001)。 多 功能 氧化 酶 系 的 
一 个 重要 特征 是 能 够 被 天 然 或 合成 的 化 合 物 所 诱 
导 ， 表 现 为 酶 系 组 分 含量 或 单 加 氧 酶 活性 提高 ， 使 
昆虫 在 复杂 或 严重 的 化 学 环境 压力 下 迅速 作出 反 
应 ， 增 加 或 补充 其 解毒 能 力 ， 从 而 存活 下 来 (Ter- 
riere，1984; 于 彩虹 等 ，2002)。 

我 们 以 典型 诱导 剂 茶 巴 比 妥 钠 作为 比较 ,研究 
了 拟 除 虫 菊 酯 杀 忠 剂 一 一 氰 成 菊 酯 对 敏感 和 抗 性 棉 
铃 虫 Helicoverpa armigera 中 肠 多 功能 氧化 酶 系 3 种 
组 分 含量 及 部 分 单 加 氧 酶 活性 的 诱导 作用 。 


1 材料 与 方法 
1.1 供 试 棉铃 虫 
相对 敏感 品系 : 1988 年 采 自 河北 邯郸 ， 于 室 


内 无 药剂 接触 条 件 下 连续 饲养 ， 对 和 氰 友 菊 酯 的 LD。 
值 为 0.2899 jpg/ 头 。 

抗 氰 戊 菊 酯 品系 : 将 采 上 自 河 北 田间 的 对 菊 酯 类 
杀 虫 剂 有 一 征 抗 性 水 平 的 棉 伶 虫 ， 在 室内 用 和 氰 成 葡 
酯 选 育 多 代 ， 对 和 氰 成 菊 酯 的 LD;。 值 为 28.9043 pg / 
1.2 试剂 与 供 试 药 剂 

试剂 : 葵 甲 基 矿 酰 气 〈PMSF) 和 和 牛 血清 白 蛋 
白 (BSA)，Germany B. M. 公司 ; 二 甲 基 亚 砚 ， 北 
京 化 工厂 ; 考 马 斯 亮 蓝 G250, 还 原型 辅酶 
(NADPH)，Fluka 公司 ; 茶 基 硫 甩 (PTU)， 北 京 通 
县 育才 精细 化 工厂 ; 连 二 亚硫酸钠 ， 北 京东 环 联 合 
化 工厂 ; 乙 二 胺 四 乙酸 (EDTA) 和 二 硫 代 办 糖 醇 
(DTT) ，Promega 公司 ; 试 贞 灵 (resomfin)、 甲 氧 试 
四 灵 (methoxyresorufin ) 、7- 羟 基 香 豆 素 (7-hydroxy- 
coumarin) 和 7- 乙 氧 香 豆 素 (7-ethoxycoumarin) ，Sig- 
ma 公司 ; 艾 氏 剂 (aldrn) 和 狄 氏 剂 (dieldrin)， 
Riede-de haenag seelze-hannover 公司 。 

供 试 药剂 : 茶 巴 比 妥 钠 (北京 云 鹏 药 业 有 限 公 
司 ) 和 94% 氰 成 菊 酯 原油 (美国 杜邦 公司 )。 
1.3 棉铃 虫 饲 料 诱导 处 理 

将 蔡 巴 比 妥 钠 注 射 液 和 所 成 菊 酯 原 药 分 别 按 2 
mg/g 和 0.2 mg/g 的 比例 与 人 工 饲 料 充 分 搅拌 均匀 ， 
分 装 于 灭 菌 的 十 孔 盒 中 ， 接 入 刚 晓 过 皮 的 抗 性 或 敏 
感 品系 的 6 龄 棉铃 虫 幼 虫 ， 以 正常 人 工 饲 料 喂 养 的 


幼虫 作为 对 照 。 在 不 同时 间 取 诱导 过 的 棉铃 虫 ， 测 
定 其 中 肠 多 功能 氧化 酶 系 组 分 含量 及 单 加 氧 酶 活 
性 。 本 研究 取 诱 导 最 大 值 (2 ~ 4 次 重复 测定 的 平 
均值 上 标准 差 ) 。 

茶 巴 比 妥 钠 选用 2 mg/g 的 比例 处 理 试 虫 是 根据 
Moldenke 和 Termiere (1981) 而 定 的 ， 在 该 剂量 下 ， 
葵 巴 比 妥 钠 对 家 蝇 等 昆虫 的 P450 有 明显 的 诱导 作 
用 。 和 氰 友 菊 酯 选用 0.2 mg/g 的 比例 处 理 试 虫 是 根据 
实验 摸索 而 定 ， 在 该 剂量 下 ， 和 氰 成 菊 酯 对 试 虫 的 臻 
死 率 低 ， 而 且 对 P450 有 一 定 的 诱导 作用 。 

1.4 ”微粒 体 酶 液 制 备 

参照 Rose 等 (1995) 的 方法 。 在 冰 盘 上 纵向 
解剖 棉铃 虫 6 龄 幼虫 ， 取 出 中 肠 ， 挤 掉 内 容 物 后 于 
冰冷 的 匀 浆 缓冲 液 (0.1 mol/L、pH 7.6 磷酸 钠 缓 冲 
液 ， 其 中 每 升 含 1 mmol EDTA，1 mmol DTT，1 mmol 
PTU，0.4 mmol PMSF) 中 清洗 ， 然 后 置 于 聚 四 氟 乙 
烯 匀 浆 器 或 玻璃 匀 浆 器 中 人 匀 浆 ( 冰 水 浴 条 件 下 )。 

匀 浆 液 于 10 000 x g 离心 10 min， 上 清 液 经 4 
层 纱布 过 滤 后 再 于 105 000 x g 离心 60 min， 取 微粒 
体 沉 演 。 微 粒 体 用 0.1 mol/L (pH7.6) 磷酸 缓冲 液 
[其 中 每 升 含 200 mL 甘油 、0.1 mmol EDTA、0.1 
mmol DTT、0.1 mmol PTU、0.4 mmol PMSF ( 先 溶 于 
少量 乙醇 中 )] 重新 悬浮 。 以 上 操作 均 在 0 ~ 4 乞 条 
件 下 进行 。 z 
1.5 多 功能 氧化 酶 系 组 分 含量 及 单 加 氧 酶 活性 的 
测定 
1.5.1 细胞 色素 P450 含量 测定 : 参照 Omuro 和 
Sato (1964) 的 方法 进行 。 采 用 岛 津 UV-2401 双 光 
束 紫 外 分 光 光 度 计 〈 附 自动 记录 仪 )。 将 微粒 体 悬 
浮 液 用 0.1 mol/L、pH7.6 的 磷酸 缓冲 液 稀 释 到 蛋白 
浓度 为 1 mg/mL， 然 后 加 入 连 二 亚硫酸钠 4~5 mg 
进行 还 原 ，3 ~5 min 后 将 其 平均 分 成 两 部 分 ， 分别 
倒 人 光 程 1 cm 的 对 照 比 色 杯 和 样品 比 色 杯 中 ， 记 
录 基 线 后 ， 在 样品 杯 中 通信 CO 处 理 1 min， 静 置 
10~ 15 min， 测 定 390 ~ 510 nm 范围 内 的 OD 值 。 根 
据 波 长 在 450 ~ 490 nm 间 的 吸光 度 差 及 摩尔 消光 系 
数 91 (mmol/L) .cm '， 计算 细胞 色素 P450 的 含 
量 。 

1.5.2 细胞 色素 b, 含量 测定 : 参照 Omuro 和 Sato 
(1964) 的 方法 。 将 微粒 体 悬 浮 液 以 0.1 mol/L、pH 
7.6 的 磷酸 缓冲 液 稀释 至 1 mg/mL， 与 空气 充分 饱 
和 后 ， 将 其 平均 分 成 两 部 分 ， 倒 人 对 照 比 色 杯 和 样 
品 比 色 杯 中 ， 记 录 基 线 后 ， 在 样品 杯 中 加 入 约 3 mg 
连 二 亚硫酸钠 ， 并 摇 匀 溶解 ，5 min 后 测定 390 ~ 
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500 nm 范围 内 的 OD 值 。 根 据 波 长 在 426 ~ 409 nm 
间 的 吸光 度 差 及 摩尔 消光 系数 185 (mmolL) 
cm”， 计 算 细胞 色素 bs 的 含量 。 
1.5.3 ”细胞 色素 c 还 原 酶 含量 测定 : 参照 Schon- 
brod 和 Terriere (1971) 的 方法 并 略 有 改进 。1.5 mL 
的 反应 混合 液 中 含有 0.06 molL 磷酸 钠 缓 冲 液 (pH 
7.8)、1 mmol/L NaCN 、50 mmol/L 细胞 色素 c 及 60 
pg 微粒 体 蛋 白 。 取 0.6 mL 混合 液 加 入 0.25 jmol 的 
NADPH， 另 取 0.6 mL 混合 液 加 入 与 NADPH 等 量 的 
缓冲 液 作 为 对 照 ， 用 分 光 光 度 计 测定 550 nm 处 的 
光 吸 收 值 ， 测 定 5 min。 以 曲线 中 直线 部 分 的 变化 
速率 计算 还 原型 细胞 色素 e 的 含量 。 根 据 还 原型 细 
胞 色素 c 在 550 nm 的 摩尔 消光 系数 21 (mmol/L)- … 
cm”， 计 算 细 胞 色素 e 的 含量 。 
1.5.4 ” 艾 氏 剂 环 氧化 酶 (aldrin-epoxidase，AE) 活 
性 测定 : 参照 Lee 和 Scott (1989b) 的 方法 并 略 有 
改进 〈 邱 立 红 等 ，1999) 。 
1.5.5 ” 甲 氧 试 商 灵 -0- 脱 甲 基 酶 (methoxyresomfin- 
demethylase，MROD) 活性 测定 : 参照 Lee 和 Scott 
(1989a) 的 方法 并 略 有 改进 (下 立 红 等 ，1999) 。 
1.5.6 ” 乙 氧 香 豆 素 -0- 脱 乙 基 酶 〈7-ethoxycoumarin- 
demethylase，ECOD) 活性 测定 : 参照 Hung 和 Sun 
(1989) 的 方法 并 略 有 改进 〈 艺 立 红 等 ，1999 ) 。 
1.6 ”蛋白 质 含量 测定 

采用 考 马 斯 亮 蓝 染色 法 (Bradford ，1976 ) 。 
1.7 数据 处 理 


采用 SAS 软件 进行 数据 统计 分 析 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 茶 巴 比 妥 钠 和 和 氰 戊 菊 酯 处 理 对 敏感 和 抗 性 品 
系 棉铃 虫 中 肠 多 功能 氧化 酶 系 组 分 含量 的 影响 

用 2 mg/g 葵 巴 比 妥 钠 和 0.2 mg/g 氰 成 菊 酯 拌 饲 
料 处 理 敏 感 品系 棉铃 虫 , 48 h 后 其 中 肠 细 胞 色素 
P450 含量 变化 最 大 ， 与 对 照相 比 均 提高 了 2.24 倍 ， 
达到 极 显 著 水 平 ， 且 诱导 后 的 含量 明显 高 于 抗 性 品 
系 正常 及 诱导 后 的 含量 ; 72 h 后 中 肠 的 细胞 色素 c 
还 原 酶 活性 也 有 明显 的 提高 ， 分 别 为 对 照 的 1.33 
和 1.40 倍 ; 但 细胞 色素 b, 含量 变化 不 显著 ， 处 理 
24h 和 48h 后 达到 最 高 值 ， 但 只 分 别提 高 了 1.15 
和 1.23 倍 。 从 表 1 可 以 看 出 葵 巴 比 妥 钠 和 和 氰 成 菊 
了 酯 对 敏感 品系 的 槐 铃 虫 中 肠 多 功能 氧化 酶 系 具 有 非 
常 相似 的 诱导 作用 。 

用 茶 巴 比 妥 钢 和 氰 戊 菊 酯 拌 饲料 处 理 抗 性 品系 
棉铃 忠 ， 对 其 中 肠 细胞 色素 P450 含量 有 一 定 影响 ， 
处 理 48 h 后 使 其 含量 分 别提 高 了 1.21 和 1.15 倍 ; 
对 其 中 肠 细胞 色素 c 还 原 酶 诱导 作用 明显 ，48h 后 
使 其 含量 分 别提 高 了 1.48 和 1.86 倍 。 但 在 处 理 时 
间 内 茶 巴 比 妥 钠 和 氰 成 菊 酯 对 中 肠 细胞 色素 b。 则 
没有 诱导 作用 ， 最 大 值 分 别 只 有 对 照 的 1.15 和 
0.98 售 ( 表 1)。 


表 1 茶 巴 比 妥 钠 和 和 氰 成 菊 酯 对 敏感 和 抗 性 品系 棉铃 虫 中 肠 多 功能 氧化 酶 系 含量 的 影响 
Tabie 1 Induction to the component levels of MFOs in the midguts of susceptible and 
resistant strain of H. armigera by phenobarbital and fenvalerate 


P450 


细胞 色素 bs Cytochrome bs 


细胞 色素 c 还 原 酶 Cytochrome reductase 


品系 处 理 
Strain Treatment 含量 Content 诱导 倍数 
(nmol/mg) Induction ratio 
敏感 品系 对 照 0.411+0.091 
Susceptible Control 
a 苯 巴 比 妥 钠 ”0.921 + 0.021 2.24”* 
Phenobarbital 
氰 成 菊 酯 0.921 + 0.028 2.24” 
Fenvalerate 
抗 性 品系 对 照 0.724 + 0.063 
Resistant Control 
Eon 苯 巴 比 妥 钠 0.876+0.040 1.21 
Phenobarbital 
氰 成 菊 栈 0.832 + 0.096 1.15 
Fenvalerate 


注 : 诱导 倍数 = 诱导 后 含量 /对 照 含 量 ; 


含量 Content 诱导 倍数 含量 Content 诱导 倍数 
(nmol/mg) Induction ratio (nmol/mg) Induction ratio 

0.253 +0.045 0.,153 z+ 0.014 

0.291 +0.115 1.15 0.196+ 0.010 1.33 
0.311 + 0.013 1.23 0.214 + 0.004 1.40° 
0.398 + 0.045 0.208 + 0.006 

0.459 + 0.066 1.15 0.306 + 0.021 1.48~ 
0.391 + 0.121 0.98 0.394 + 0.007 1.86" 


x 表示 差异 显著 P < 0.05; x*x* 表 示 差 异 极 显 著 P <0.01。 


Notes: Induction ratio = Level of induction /Level of control. * Indicates significant difference at P <0.05; x*x at P< 0.01. 
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2.2 ” 茶 巴 比 妥 钠 和 和 氰 戊 菊 酯 处 理 对 敏感 和 抗 性 品 
系 棉铃 虫 中 肠 多 功能 氧化 酶 系 单 加 氧 酶 活性 的 影响 

用 葵 巴 比 妥 钠 拌 饲料 处 理 后 ， 敏 感 品系 棉铃 虫 
中 肠 的 艾 氏 剂 环 氧 化 酶 (AE) 和 甲 氧 试 讽 灵 -0- 脱 
甲 基 酶 (MROD) 活性 分 别提 高 了 2.75 倍 和 2.66 
倍 〈( 表 2)， 与 对 照相 比 具 有 显著 性 差异 。7- 乙 氧 香 
豆 素 -0- 脱 乙 基 酶 (ECOD) 活性 则 没有 明显 变化 。 
苯 巴 比 妥 钠 处 理 后 的 抗 性 品系 棉铃 虫 中 肠 的 艾 氏 剂 
环 氧 化 酶 活性 则 明显 被 抑制 。 

用 和 氰 戊 菊 酯 拌 饲料 处 理 后 ， 敏 感 和 抗 性 品系 棉 
铃 虫 中 肠 的 艾 氏 剂 环 氧化 酶 活性 分 别提 高 了 2.02 
和 1.53 倍 ， 与 对 照相 比 具 有 显著 性 差异 。 

尽管 氰 戊 菊 酯 对 抗 性 品系 棉铃 虫 的 P450 含量 


诱导 不 明显 ， 但 对 其 艾 氏 剂 环 氧化 酶 活性 却 有 显著 
诱导 人 作用， 推测 可 能 与 细胞 色素 c 还 原 酶 被 显著 诱 
导 有 关 ; 葵 巴 比 妥 钠 对 敏感 品系 棉铃 虫 的 艾 氏 剂 环 
氧化 酶 活性 诱导 作用 显著 ,但 对 抗 性 品系 棉铃 虫 的 
艾 氏 剂 环 氧化 酶 活性 却 有 抑制 作用 ， 说 明 同 一 诱导 
剂 对 同 种 昆虫 不 同 品 系 的 诱导 作用 不 同 。 此 外 ， 茶 
巴 比 妥 钠 对 敏感 品系 槐 铃 虫 的 诱导 可 促进 其 艾 氏 剂 
环 氧化 酶 和 甲 氧 试 商 灵 -0- 脱 甲 基 酶 的 活性 显著 增 
强 ，, 却 使 其 7- 乙 氧 香 豆 素 -0- 脱 乙 基 酶 活性 略为 降 
低 ， 说 明 茶 巴 比 妥 钠 选择 性 诱导 了 不 同 的 P450 同 
工 酶 ， 或 者 诱导 产生 的 P450 有 一 定 的 底 物 特异 性 ， 
能 够 催化 某 种 底 物 ， 对 另外 一 些 底 物 则 不 起 作用 。 


表 2 茶 巴 比 妥 钠 和 和 氰 成 菊 酯 对 敏感 和 抗 性 品系 棉铃 虫 中 肠 单 加 氧 酶 活性 的 影响 
Table2 Induction to the monooxygenase activity in the midguts of susceptible and 


resistant strain of H. armigera by phenobarbital and fenvalerate 


AE 
品系 处 理 
Strain Treatment 活性 Activity 诱导 倍数 
[nmol(min.mg)j Induction ratio 
敏感 品系 对 照 1.25+0.12 一 
Susceptible Control 
strain 
茶 巴 比 妥 钠 3.44+0.72 pe 
Phenobarbital 
氰 成 菊 酯 2.53 + 0.11 2.02* 
Fenvalerate 
抗 性 品系 对 照 2.94+ 上 0.64 
Resistant Control 
ai 
葵 巴 比 妥 钠 1.24 + 0.04 0.42” 
Phenobarbital 
氰 成 菊 酯 4.50+0.33 1.$3 
Fenvalerate 


[ pmol/{ min* mg) ] 


3.75+0.27 


9.96+0.99 2.66" 


MROD ， ECOD 


诱导 倍数 


Induction ratio 


诱导 倍数 


Induction ratio 


活性 Activity 活性 Activity 


[ nmol (min， mg) ] 


3.89 +0.22 


3.42+0.59 0.88 


AE: 区 氏 剂 环 氧化 酶 Aldrin epoxidase; MROD: 甲 氧 试 商 灵 -0- 脱 氧 基 酶 Methoxyresomufin-demethylase; ECOD: 7- 乙 毛 香 豆 素 -0- 脱 乙 基 酶 7- 
ethoxycoumarin-deethylase; 诱导 倍数 = 诱导 后 酶 活性 /对 照 酶 活性 Induction ratio = Activity of induction / Activity of control; * 表示 差异 显著 P < 


0.05 Indicating significant difference at P < 0.05. 
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